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COMPOSITION POUR LA PRODUCTION DE PRODI JITS 
THERAPEUTI OUES IN VTVO 

La presente invention conceme le domaine de la therapie genique et cellulaire. 
Plus particulierement, elle conceme des compositions cellulaires destinees a etre 
5 implantees in vivo, pour delivrer de maniere prolongee et controlee des substances 
therapeutiques. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information genetique 
dans un organisme affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit in 

10 vitro dans une cellule extraite de 1'organisme. la cellule modifiee etant alors 
reintroduite dans l'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. 
Differentes techniques ont ete decrites pour 1'introduction de cette information 
genetique, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant des 
complexes d'ADN et de DEAE-dextran [Pagano et al., J.Virol. 1 (1967) 891], d'ADN 

15 et de proteines nucleaires [Kaneda et al., Science 243 (1989) 375], d'ADN et de 
lipides [Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413], l'emploi de liposomes [Fraley et al., 
J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431], etc. Plus recemment, l'emploi de virus- comme 
vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une alternative prometteuse a 
ces techniques physiques de transfection. A cet egard, differents virus ont ete testes 

20 pour leur capacite a infecter certaines populations cellulaires. En. particulier, les 
retrovirus (RSV, HMS. MMS, etc), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les 
adenovirus. 

Les techniques impliquant radministration directe du gene in vivo presentent 
certains inconvenients, tels que la dispersion non selective du gene dans tout 

25 Torganisme, sa faible demi-vie, les risques de reaction immunologique, ou encore le 
manque de controle du gene apres injection- Pour cette raison, la therapie cellulaire 
offre une alternative interessante, consistant a prelever les cellules, a les modifier ex 
vivo, puis a les readministrer. De ce fait, seule une population de cellules identifiee est 
modifiee par le gene therapeutique. Toutefois, apres administration, le devenir des 

30 cellules modifiees n'est pas controle. De meme, fl n'est plus possible d'arreter le 
traitement. Enfin, cette therapie implique que les cellules a traiter puissent etre 
prelevees de rorganisme, manipulees ex vivo, et facilement reimplantees. De ce fait, 
elle est pratiquement limitee aux cellules du sang. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces problemes . La 

35 presente invention conceme en effet des compositions destinees a etre implantees dans 
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un organisme, comprenant des cellules modifiees par. un adenovirus recombinant 
comprenant une sequence d'ADN heterologue cod ant pour un produit therapeutique, 
un gelifiant, et un support sur lequel sont ancrees lesdites cellules. 

L'implantation des compositions selon l'invention offre de nombreux 
5 avantages par rapport a l'art anterieur, et en particulier le controle du nombre de 
cellules implantees, le controle du nombre de cellules infectees, la mesure du taux 
d'expression du gene therapeutique avant implantation, l'absence de reaction immuno- 
logique liee a l'injection directe d'un virus, la possibilite de retirer l'implant a tout 
moment, etc. 

10 L'implantation de cellules modifiees genetiquement a deja ete envisagee dans 

l'art anterieur. Ainsi, Palmer et al. [PNAS 88 (1991) 1330] et Moullier et al. [Nature 
genetics 4 (1993) 154] ont decrit l'implantation de fibroblastes modifies genetiquement 
par des retrovirus. Toutefois, l'utilisation de retrovirus pose certains problemes limitant 
les applications de cette technologic Notamment, les retrovirus sont difficiles a 

15 produire avec des titres eleves, et, de ce fait, ne permettent pas l'utilisation a des 
multiplicites d'infections elevees. Les retrovirus presentent egalement l'inconvenient de 
ne pas pouvoir incorporer de fragments d'ADN heterologue de taille importante, 
limitant de ce fait les applications therapeutiques. Enfin, les retrovirus s'integrent dans 
le genome des fibroblastes, ce qui peut contribuer a l'apparition de cellules tumorales 

20 apres implantation. Par ailleurs, les fibroblastes decrits par Palmer et al. sont enrobes 
uniquement dans du collagene, et les implants obtenus n'ont pas une cohesion 
suffisante. De ce fait, ils se desagregent progressivement in vivo, entrainant une 
diffusion incontrolee des cellules hors du site d'implantation. 

Les compositions selon l'invention permettent de resoudre ces inconvenients. 

25 La pre seme invention resulte en partie de la mise en evidence que les adenovirus sont 
capables in vitro d'infecter avec des pouvoirs tres eleves des cellules en culture. Ainsi, 
il est possible d'infecter 100 % des fibroblastes en culture. Par ailleurs, il est egalement 
possible, en variant la multiplicite d'infection, d'obtenir un nombre de copies eleve 
d'adenovirus par cellule (jusqu'a 100 copies), ce qui permet d'augmenter l'effet 

30 therapeutique des implants de l'invention de maniere importante. De plus, les 
adenovirus de l'invention peuvent etre produits avec des titres eleves, ce qui permet 
d'infecter non seulement des cultures primaires de cellules, mais egalement des cultures 
secondaires, prealablement donees et conservees. Les adenovirus de l'invention 
presentent egalement l'avantage de ne pas s'integrer dans le genome des cellules qu'ils 

35 infectenL De ce fait, les implants de l'invention sont moins susceptibles d'induire 
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l'apparition de cellules tumorales. De plus, si les cellules implantees se divisent, 
l'adenovirus de invention sera dilue au cours des generations, et le caractere qu'il 
confere aux cellules infectees ne sera pas transmis aux cellules filles. Enfin, les vecteurs 
adenoviraux utilises dans la presente invention peuvent etre modifies de facon a 
incorporer des fragments d'ADN heterologue de tres grande taille. Ainsi, 
contrairement aux autres vecteurs viraux, il est par exemple possible d'incorporer un 
gene heterologue de grande taille tel celui du facteur VIII ou de la dystrophine. De 
plus, il est possible d'incorporer, en plus du gene therapeutique, un gene de securite 
dont l'expression permettrait par exemple de detmire la cellule infectee. 

Les compositions selon 1'invention presentent done de nombreux avantages 
par rapport aux systemes decrits dans l'art anterieur, qui leur conferent des 
potentialites therapeutiques tres superieures. 

Les compositions selon 1'invention peuvent etre realisees a partir de differents 
types de cellules, et notamment a partir de fibroblastes, de cellules endothelial, 
epitheliales, gliales, d'hepatocytes, de keratinocytes ou encore de myoblastes. Preferen- 
tiellement, on utilise dans le cadre de 1'invention des fibroblastes. ^ 

Dans un mode prefere de realisation de 1'invention, on utilise des cellules, 
autologues, e'est-a-dire prelevees a partir du patient chez Iequel elles seront ensuite 
implantees. Cependant, dans certains cas, il peut etre interessant d'utiliser des cellules 
allogeniques ou xenogeniques, entramant un rejet progressif de 1'implant et ainsi, lui 
donnant un effet limite dans le temps. En particulier, des cellules d'origine murine 
peuvent etre implantees chez l'homme sans autre effet que le rejet progressif. 

Les cellules utilisees dans le cadre de 1'invention peuvent etre des cultures 
primaires. Dans ce cas, elles peuvent etre prelevees par toute technique connue de 
l'homme du metier, puis mises en culture dans des conditions permettant leur 
proUferauon. S'agissant plus paniculierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre 
aisement obtenus a partir de biopsies, par exemple selon la technique decrite par Ham 
[Methods Cell.Biol. 21a (1980) 255]. Ces cellules peuvent etre utilisees directement 
pour la preparation des compositions de 1'invention, ou conservees, par exemple par 
congelation, pour 1'etablissement de banques autologues, en vue d'une utilisation 
ulterieure. Preferentiellement, les compositions selon 1'invention comprennent 10 5 a 
10 10 ceUules. Plus preferentiellement, elles en comprennent 10$ a.l08. 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par des adenovirus 
recombinants, pour leur conferer des proprietes therapeutiques recherchees. 
L'infection est realisee in vitro selon des techniques connues de l'homme du metier. En 
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particulier, selon le type de cellules utilise et le nombre de copies de virus par cellule 
desire, l'homme du metier peut adapter la multiplicite d'infection et eventuellement le 
nombre de cycles d'infection realise. II est bien entendu que ces etapes doivent etre 
effectuees dans des conditions de sterilite appropriees pour une administration in vivo 
5 des compositions obtenues. 

Les doses d'adenovirus recombinant utilisees pour l'infection des cellules 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction 
du type cellulaire, de la pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de la 
duree du traitement recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants 

10 selon l'invention sont utilises pour l'infection a des doses comprises entre 10 4 et 10 14 
pfu/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") 
correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par 
infection d'une culture cellulaire appropriee (par exemple la lignee 293), et mesure, 
generalement apres 2 a 4 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Les 

15 techniques de determination du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees 
dans la litterature. 

Les adenovirus recombinants utilises dans le cadre de la presente invention 
sont preferentiellement defectifs, c'est-a-dire incapables de se repliquer de facon 
autonome dans la cellule infectee. Generalement, le genome des adenovirus defectifs 

20 utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu au moins des 
sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions 
peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit 
substituees par d'autres sequences et notamment par la sequence d'ADN heterologue. 
Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de son genome 

25 qui sont necessaires a l'encapsidation des particules virales. 

II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Neanmoins, ces virus ne sont pas pathogenes pour l'homme, et 
notamment les sujets non immuno-deprimes. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser 
dans le cadre de la presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou 

30 Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande FR 93 05954). Parmi les 
adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on peut 
citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, [exemple : Mavl, Beard et al., 
Virology 75 (1990) 81], ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 
De preference, l'adenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus 
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preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) parexemple]. 

De preference, on utilise dans le cadre de Invention des adenovirus 
d'origine humaine, canine ou mixte, c'est-a-dire comprenant des regions issues d'un 
adenovirus humain et des regions issues d'un adenovirus canin. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon I'invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de I'homme du metier [Levrero et al., Gene 101 
(1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. ,3 (1984) 2917]. En particulier, ils 
peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un 
plasmide portant entre autre la sequence d'ADN heterologue. La recombinaison 
homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une 
lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre 
transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de 
complementer la partie du genome de l'adenovirus defectif, de preference sous forme 
integree pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut 
mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 [Graham et al., J. Gen. Virol. 
36 (1977) 59] qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du 
genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs 
derives des adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° FR93 05954 
et FR 93 08596 qui som incorporees a la presente demande par reference. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Comme indique ci-dessus, les adenovirus recombinants utilises dans le cadre 
de la presente invention comprennent une sequence d'ADN heterologue codant pour 
un produit therapeutique. U produit therapeutique peut etre tout ARN, peptide, 
polypeptide ou proteine dont la production dans Torganisme est recherchee. 

De preference, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 
signaux d'expression permettant la production du produit therapeutique dans les 
cellules infectees. II peut s'agir des sequences qui sont naturellement responsables de 
l'expression de ce produit therapeutique lorsque ces sequences sont susceptibles de 
fonctionner dans la cellule infectee, II peut egalement s'agir de sequences d'origine 
differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou meme synthetiques). 
Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. 
Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule 
que l'on desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
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genome d'un virus, y compris l'adenovirus utilise. A cet egard, on peut citer par 
exemple les promoteurs E1A, MLP, CMV, RSV, PGK, etc. En outre, ces sequences 
depression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc, Par ailleurs, lorsque le gene insere ne comporte pas de sequences 
i ^expression, il peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval d'une telle 
sequence. 

Plus preferentiellement, la sequence d'ADN heterologue comprend des 
signaux permettant la production et la secretion du produit therapeutique par les 
cellules infectees implantees. En effet, la neo-vascularisation des implants selon 
l'invention permet une liberation particulierement efficace des produits therapeutiques 
dans la circulation, liberation qui est de plus prolongee et controlee. A cet effet, la 
sequence d'ADN heterologue comporte generalement, en amont du gene 
therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit therapeutique synthetise dans 
les voies de secretion de la cellule infectee. Cette sequence signal peut etre la 
sequence signal naturelle du produit therapeutique. mais il peut egalement s'agir de 
toute autre sequence signal fonctionnelle dans la cellule infectee, ou d'une sequence 
signal artificielle. 

Avantageusement, le produit therapeutique est choisi parmi les enzymes (tels 
que notamment la superoxide dismutase, la catalase, les amylases, les lipases, les 
amidases, la chymosine, etc), les derives sanguins (tels que la serum-albumine, 
1'alpha- ou la beta-globine, le facteur VII, le facteur VIII. le facteur IX, le facteur de 
von Willebrand, la fibronectine. l'alpha-1 antitrypsine, etc), I'insuline et ses variants, 
les iymphokines (telles que les interleukines, les interferons, les facteurs de 
stimulation des colonies [G-CSF, GM-CSF, M-CSF, SCF, ...], le TNF, le TRF, etc), 
les facteurs de croissance (tels que l'hormone de croissance, l'erythropoietine, 
l'hormone para-thyroidienne, le FGF. l'EGF, le PDGF, le TGF, le BDNF, le NGF, le 
CNTF, etc), les apolipoproteines, ou encore des polypeptides antigeniques pour la 
realisation de vaccins (hepatite, cytomegalovirus, Epstein-Barr, herpes, etc). 

Comme indique ci-dessus, les implants selon l'invention sont particulierement 
avantageux en ce sens qu'ils permettent de controler la liberation du produit 
therapeutique dans l'organisme : Celle-ci est tout d'abord determinee par la multipiicite 
d'infection et par le nombre de cellules implantees. Ensuite, la liberation peut etre 
controlee soit par le retrait de l'implant. ce qui arrete definitivement le traitement, soit 
par l'utilisation de systemes d'expression regulables, permettant d'induire ou de 
reprimer l'expression des genes therapeutiques. 
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Pour la preparation des compositions selon l'invention, differents types de 
gelifiants peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour favoriser rancrage 
des cellules sur le support par inclusion des cellules dans une matrice ayant la 
constitution d'un gel. Differents agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre utilises, 
tels que notamment le collagene, la gelatine, les glycosaminoglycans, la fibronectine, 
les lectines, etc. De preference, on utilise dans le cadre de la presente invention du 
collagene. II peut s'agir de collagene d'origine humaine, bovine ou murine. Plus 
preferenciellement, on utilise du collagene de type I ou III. 

Comme indique ci-avant, les compositions selon l'invention * comprennent 
egalement un support permettant l'ancrage des cellules. Le terme ancrage designe 
toute forme d' interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
l'adhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs, les cellules peuvent 
soit recouvrir le support utilise, soit penetrer a l'interieur de ce support, soit les deux. 
On prefere utiliser dans le cadre de l'invention un support solide, non toxique et/ou 
bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de polytetrafluoroethylene 
(PTFE). Dans un mode particulier de mise en oeuvre de l'invention, on utilise un 
support d'origine biologique, tel que notamment le collagene reticule, la poudre d'os, 
les polymeres a base d'hydrates de carbone et les supports a base de calcaire. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de preparation d'une 
composition telle que definie precedemment selon lequel on effectue les etapes 
suivantes : 

a) on preleve un echantillon de tissu a partir d'un organisme, 

b) on isole et cultive in vitro les cellules desirees (f ibroblastes, cellules 
endothelials, epitheliales, gliales, hepatocytes, keratinocytes, myoblastes, etc), 

c) on infecte les cellules obtenues en b) avec un adenovirus recombinant 
comprenant un sequence d'ADN heterologue codant pour un produit therapeutique, 

d) on incube les cellules infectees avec un milieu contenant un gelifiant, 

e) on depose le melange obtenu en d) sur un support, eventuellement apres 
recouvrement de celui-ci par le gelifiant, 

0 on incube le melange obtenu en e) dans des conditions permettant la 
gelification du gelifiant et l'ancrage des cellules sur le support, et 

g) on recupere la composition obtenue qui constitue l'implant utilisable pour 
l'implantation. 
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Comme indique precedemment, les etapes a) et b) du procede peuvent etre 
evitees si Ton travaille a partir de ailtures secondaires de cellules ou a partir de cellules 
extraites de banques cellulaires. Plus preferentiellement, avant l'etape d), les cellules 
infectees sont lavees plusieurs fois. Ensuite, pour la preparation de rimplant, les 
5 cellules infectees sont cultivees en presence du gelifiant, puis, lorsque la matrice est 
formee, elle est deposee sur le support eventuellement apres mise en contact de celui- 
ci avec le gelifiant De plus, les cellules ou le support peuvent etre mis en presence 
egalement de facteurs de croissance, tels que des facteurs angiogeniques, favorisant la 
formation de l'implant. Dans ce cas, des traces de facteur de croissance peuvent 

10 subsist er dans l'implant. Le melange support/gelifiant/cellules est ensuite incube 
pendant une periode suffisante pour permettre la gelification du gelifiant, puis la 
matrice ainsi obtenue est maintenue dans du milieu de culture pour permettre aux 
cellules de s'ancrer sur le support. L'implant ainsi prepare peut etre implante 
directement dans l'organisme. 

15 Des methodes de preparation d'implants ont egalement ete decrites par 

Moullier et al [Nature Genetics 4 (1993) 154] qui peuvent etre adaptees par ITtomme 
du metier aux implants selon l'invention (voir aussi ER 93 09185 et FR 93 04700). 

L'invention conceme egalement une methode pour le traitement de maladies 
comprenant l'implantation d'une composition telle que definie ci- avant capable de 

20 produire un produit therapeutique apte a corriger ladite maladie. Preferentiellement, 
cette methode est applicable au traitement de maladies resultant d'une deficience en un 
produit therapeutique et 1'implant est capable de produire ledit produit. Encore plus 
preferentiellement, la methode selon l'invention est utilisable pour le traitement de la 
thalassemie, de deficiences en erythropoietine (insuffisance renale, etc), en hormone de 

25 croissance, en apolipoproteines, en hormone thyroTdienne, en facteurs de coagulation, 
etc. Avantageusement, la methode selon l'invention comprend l'implantation au niveau 
de la cavite peritoneale, dans le tissu sous-cutane (region sus-pubienne, fosses iliaques 
ou inguinales, etc), dans un organe, un muscle, une tumeur, le systeme nerveux 
central, ou encore sous une muqueuse. 

30 La presente invention sera plus completement decrite a l'aide des exemples 

qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 
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EXEMPLES 

1. Techniques generales 

1.1. Isolement et culture de fibroblastes 

Les fibroblastes ont ete obtenus a partir de biopsies cutanees realisees dans 
5 des conditions steriles. Pour cela, un ou plusieurs fragments de peau sont preleves, 
haches et soumis a une digestion enzymatique. A cet effet, les lambeaux sont incubes a 
37°C sous agitation douce dans un milieu DMEM supplement^ par 2 mM de L- 
glutamine,' de la streptomycine et du serum de veau fetal (250 (ig/ml). Au bout de 2 
heures, la solution est centrifugee a 1500 t/mn et le culot cellulaire est lave 2 fois dans 
10 le meme milieu depourvu d'enzymes. Les cellules sont ensuite comptees et 
ensemencees, a raison de 4.10 6 cellules vivantes/flacon, dans des flacons contenant 
environ 25 ml du meme milieu, 

1.2. Infection des fibroblastes par un adenovirus recombinant ^ 

L'infection des fibroblastes avec un adenovirus recombinant est avantageu- 

15 sement effectuee avec une solution d'adenovirus purifiee, par exemple sur chlorure de 
cesium (Cf exemple 2.2.). L'interet d'un tel protocole reside notamment dans le fait 
que, contrairement aux retrovirus, un seul cycle d'infeaion suffit pour obtenir un 
pourcentage tres eleve de cellules infectees (jusqu'a 100 %). De plus, l'interet des 
adenovirus reside egalement dans le fait que des multiplicites d'infection tres grandes 

20 peuvent etre employees (1000 pfu par cellule par exemple). 

Generalement, les cellules a confluence sont incubees en presence d'une 
solution concentree renfermant une quamite determinee d'adenovirus recombinant. La 
multiplicite d'infection peut etre adaptee par l'homme du metier en fonction des cas. 
Au bout d'une heure environ, du sumageant de culture est ajoute et les cellules sont 

25 maintenues pour la nuit. Ensuite, les cellules sont lavees dans un milieu depourvu de 
virus, recoltees et de nouveau lavees. Les cellules sont ensuite incorporees dans le 
milieu contenant le gelifiant Le pourcentage d'infection est alors controle. Bien que 
cela ne soit generalement pas necessaire, il est ensuite possible d'effectuer d'autres 
cycles d'infection pour augmenter le nombre de copies par cellules. Par ailleurs, ce 

30. protocole peut etre applique a d'autres types cellulaires tels que les cellules 
endotheliales, epitheliales, gliales, les hepatocytes, les keratinocytes ou les myoblastes. 
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1.3. Preparation des implants 

Le support utilise (support synthetique ou biologique) est sterilise, de 
preference par autoclavage, puis recouvert de collagene de type I. Plus 
particulierement, s'agissant de fibres de polytetrafluoroethylene (Gore et Associates), 
5 1'addition de collagene est effectuee en plongeant pendant 1 heure environ les fibres 
dans une solution comportant du collagene [solution d'acide acetique 0.1N contenant 
0,1 % de collagene de rat (sigma)]. De preference, cette operation est realisee sous 
vide af in de chasser 1'air present dans les fibres. Le support ainsi obtenu, recouvert d'un 
film de collagene, est transfere dans des boites de petri et seche. En suite, une solution 

10 comprenant des facteurs de croissance dilues dans un tampon phosphate est ajoutee 
(10-20 ng de FGF basique pour 50 mg de fibres). Le support est ensuite place dans 
des puits ou boites dont la taille correspond a celle des implants recherches. Les 
cellules infectees par les adenovirus recombinants sont mises en suspension dans du 
milieu RPMI comprenant du collagene et du FGF basique. Cette suspension cellulaire 

15 est alors deposee sur le support. Apres gelification du collagene (environ 30 minutes a 
37°C sous 5 % C02), les lattices de gel sont detachees des puits a l'aide d'une aiguille, 
puis maitenues a temperature ambiante 48 a 96 heures selon la vitesse de retraction (le 
milieu est change au bout de 48 heures). La composition obtenue est prete a etre 
implantee. 

20 1.4. Implantation 

Les compositions decrites ci-dessus sont implantees sous anesthesie dans les 
zones intraperitoneales les mieux vascularisee, par exemple au niveau du tablier 
epiplofque. Un ou plusieurs implants peuvent etre introduits dans le meme organisme 
au meme site ou en des sites differents (jusqu'a 10 par exemple, selon le gene 

25 therapeutique, la pathologie, la taille des implants, etc) Apres implantation, il est 
possible de realiser une bourse de maniere a maintenir le ou les implants, et a faciliter 
Ieur excision. Generalement, des connexions vasculaires s'etablissent des les premiers 
jours, permettant une liberation efficace du produit therapeutique. 

II est egalement possible d'implanter les compositions de l'invention dans le 

30 tissu sous-cutane (region sus-pubienne, fosses iliaques ou inguinales, etc), dans un 
organe, un muscle ou encore sous une muqueuse. 
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2. Construction d'un adenovirus recombinant comprenant une sequence d'ADN 
heterologue codant pour 1'erythropoietine. 

L'erythropoietine (Epo) est une hormone specifique de la proliferation 
terminale et de la differentiation des precurseurs des globules rouges. Son gene a ete 
5 clone, sequence, et exprime in vitro (EP 148 605). L'Epo recombinante est largement 
utilisee pour remplacer le deficit de production par le rein, en cas d'insuffisance reriale 
chronique. A forte dose, l'Epo a egalement un interet therapeutique potentiel pour les 
anemies genetiquement determinees (fi thalassemia depranocytose) et certains deficits 
de l'hematopoiese. Pour l'ensemble de ces applications, la production prolongee et 
10 controlee d'Epo au moyen d'un implant selon l'invention constitue.un progres 
important et permet de reduire les couts prohibitifs des doses elevees d'Epo 
recombinante. 

2.1. Construction du plasmide pAd.RSV.Epo 

Le plasmide pAd.RSV.Epo a ete construit a partir du plasmide 
15 pAd.RSV.QGal [Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. (1992) 626] par 
substitution du gene 6-gal par le gene de l'Epo. 

Pour cela, le cDNA codant pour l'Epo de singe et contenant son propre signal 
de secretion a ete isole a partir du plasmide Bluescript sous forme d'un fragment Xhol- 
EcoRV. Ce fragment a ensuite ete clone aux sites Sail (situe apres le LTR RSV) et 
20 EcoRV (situe avant PIX de l'Ad5) du vecteur pAd.RSV.6Gal, resultant en la 
substitution du gene Bgal par le cDNA de l'Epo. 

2.2. Construction de l'adenovirus recombinant defe ctif Ad.RSV.Epo 

L'adenovirus Ad-RSV.Epo a ete obtenu par recombinaison homologue in 
vivo entre l'adenovirus mutant Ad.dll324 [Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543] 

25 etleveaeurpAd.RSV.Epo. 

Pour cela, le plasmide pAd.RSV.Epo et l'adenovirus Ad.dll324 linearise par 
l'enzyme Clal, ont ete co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de 
calcium, pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants 
ainsi generes ont ete selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN 

30 de l'adenovirus recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, conduisant a 
un surnageant de culture contenant l'adenovirus defectif recombinant non purifie 
ayant un titre d'environ 10l0pfu/ml. 
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Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment 
Graham et al., Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad.RSV.Epo peut etre 
conserve a -80°C dans 20 % de glycerol. 

5 3. Preparation d'un implant comprenant des fibroblastes infectes par 
l'adenovirus recombinant Ad.RSV.Epo, du collagene et des fibres de 
polytetrafluoroethylene (PTFE). 

Les fibroblastes (10? cellules/ml) prepares a partir de la peau de souris 
DBA2J selon le protocole decrit dans l'exemple 1.1. ont ete infectes a confluence 
10 avec l'adenovirus Ad.RSV.Epo purifie sur gradient de chlorure de cesium comme 
decrit dans l'exemple 2 (1 seul cycle d'infection). Deux conditions d'infection ont ete 
utilisees, correspondant a deux titres : 10& et 10 9 pfu, soit une multiplicite d'infection 
de 10 et 100 respectivement. 

24 heures apres l'infection, les cellules ont ete lavees, trypsinisees puis 
15 recoltees. Apres un nouveau lavage, 4 implants ont ete prepares selon le protocole 
decrit dans l'exemple 1.3., comprenant 10 7 cellules chacun (2 implants pour chaque 
titre viral). 

Les implants obtenus au bout de 72 heures de culture ont ete preleves puis 
implantes dans le peritoine de 2 souris DBA2J de 8 semaines selon le protocole decrit 
20 dans l'exemple 1.4. (2 implants par souris). La souris 1 contient les 2 implants 
realises avec les fibroblastes infectes avec un titre viral de 10 9 pfu. La souris 2 
contient les 2 implants realises avec les fibroblastes infectes avec un titre viral de 10** 
pfu. 

L'expression de l'Epo in vivo a ete dosee dans le sang et son effet a ete 
25 determine par mesure de I'elevation de l'hematocrite qui reflete Taction physiologique 
de l'Epo, c'est-a-dire 1'augmentation du nombre de globules rouges. Pour cela, des 
echantillons de sang sont preleves par ponctions au niveau du sinus retroorbital au 
moyen d'un tube de microhematocrite, puis centrifuges dans une centrifugeuse de 
microhematocrite. Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 1. lis montrent 
30 clairement que les implants selon l'invention induisent une augmentation importante 
et dose-dependante de rhematocrite. 
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REVENDICATIONS 

1. Composition destinee a etre implantee dans un organisme caracterisee en 
ce qu'elle comprend des cellules modifiees par un adenovirus recombinant comprenant 
une sequence d'ADN heterologue codant pour un produit therapeutique. un gelifiant, 

5 et un support sur lequel sont ancrees Iesdites cellules. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que les cellules 
sont choisies parmi les fibroblastes, les cellules endotheliales, epitheliales, gliales, les 
hepatocytes, les keratinocytes et les myoblastes. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que les cellules 
10 sont des fibroblastes. 

4. Composiu'on selon l'une des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que les 
cellules sont autologues vis-a-vis de l'organisme dans lequel elles sont destinees a etre 
implantees. 

5. Composition selon l'une des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que 
15 l'adenovirus est un adenovirus d'origine humaine, canine ou mixte. 

6. Composition selon la revendication 5 caracterisee en ce que l'adenovirus 
est obtenu a partir des adenovirus Ad2, Ad5 ou CAV2. 

7. Composition selon l'une des revendications 1 a 6 caracterisee en ce que 
l'adenovirus est defectif. 

20 8. Composition selon l'une des revendications 1 a 7 caracterisee en ce que Ie 

produit therapeutique est choisi parmi les ARN, peptides, polypeptides et proteines. 

9. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que la sequence 
d'ADN heterologue comprend des signaux permettant la production et la secretion du 
produit therapeutique. 

25 10. Composition selon les revendications 8 et 9 caracterisee en ce que le 

produit therapeutique est choisi parmi les enzymes (tels que notamment la superoxide 
dismutase, la catalase, les amylases, les lipases, les amidases, ia chymosine, etc), les 
derives sanguins (tels que la serum-albumine, I'alpha- ou la beta-globine, le facteur 
VII, le facteur VIII. le facteur IX, le facteur de von Willebrand, Ia fibronectine, 
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l'alpha-l antitrypsine, etc), l'insuline et ses variants, les lymphokines (telles que les 
interleukines, les interferons, les facteurs de stimulation des colonies [G-CSF, GM- 
CSF, M-CSF, SCF, ...], le TNF, le-TRF, etc), les facteurs de croissance (tels que 
l'hormone de croissance, l'erythropoietine, l'hormone para-thyroidienne, le FGF, 
5 l'EGF, le PDGF, le TGF, le BDNF, le NGF, le CNTF, etc), les apolipoproteines, ou 
encore des polypeptides antigeniques pour la realisation de vaccins (hepatite, 
cytomegalovirus, Epstein-Barr, herpes, etc). 

11. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que le gelifiant est 
choisi parmi le collagene, la gelatine, les glycosaminoglycans, la fibronectine, et les 

10 lectines. 

12. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que le support est 
un support solide, non toxique et bio-compatible. 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que le support 
est un support biologique. 

15 14. Composition selon la revendication 13 caracterisee en ce que le support 

est choisi parmi le collagene reticule, la poudre d'os, les polymeres a base d'hydrates de 
car bone et les supports a base de calcaire. 

15. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que le support 
est choisi parmi les fibres de polytetrafluoroethylene. 

20 16. Precede de preparation d'une composition selon Tune des revendications 

precedentes caracterise en ce que Ton effectue les etapes suivantes : 

a) on preleve un echantillon de tissu a partir d'un organisme, 

b) on isole et cultive in vitro les cellules desirees, 

c) on infecte les cellules obtenues en b) avec un adenovirus recombinant 
25 comprenant une sequence d' ADN heterologue codant pour un produit therapeutique, 

d) on incube les cellules infectees avec un milieu contenant un gelifiant, 

e) on depose le melange obtenu en d) sur un support, eventuellement apres 
recouvrement de celui-ci par le gelifiant, 

f) on incube le melange obtenu en e) dans des conditions permettant la 
30 gelification du gelifiant et rancrage des cellules sur le support, et 

g) on recupere la composition obtenue. 
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17. Methode pour la liberation d'un produit therapeutique in vivo comprenant 
l'implantation d'mie composition telle que definie dans l'une des revendications 1 a 15 
dans laquelle la sequence d'ADN heterologue code pour ledit produit therapeutique. 

5 

18. Methode de traitement de maladies resultant d'une deficience comprenant 
l'implantation d'une composition telle que definie dans l'une des revendications 1 a 15 
dans laquelle la sequence d'ADN heterologue code pour un produit therapeutique apte 
a corriger ladite deficience. 

10 

19. Methode selon la revendication 18 pour le traitement de la thalassemia de 
deficiences en erythropoietine (insuffisance renale, etc), en hormone de croissance, en 
apolipoproteines, en hormone thyroi'dienne, ou en facteurs de coagulation. 

15 20. Methode selon l'une des revendications 17 a 19 caracterisee en ce que 

l'implantation' est realisee au niveau de la cavite peritoneale, dans le tissu sous-cutane 
(region sus-pubienne, fosses iliaques ou inguinales, etc), dans un organe, un muscle, 
une tumeur, le systeme nerveux central, ou encore sous une muqueuse. 
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